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Certaines protéines sont douées d’activité catalytique spécifique ; 1l s’agit des enzymes qui diminuent l’énergie 
d’activation des réactions chimiques. L’enzymologie est l’étude des enzymes. 

Ils sont doués d’une spécificité d’action, d’une spécificité de substrat et d’un pouvoir catalytique qui est soumis 
à la régulation. 

L’étude de la structure, des caractéristiques et de la cinétique des enzymes est indispensable pour la 
compréhension des activités enzymatiques. 


IL. Les bases fondamentales de l’enzymologie 


1. Définitions 
Les enzymes 
Ce sont généralement des protéines présentant des propriétés de catalyse spécifique d’une réaction chimique du 
métabolisme de l’être vivant qui la produit, et ce dans les conditions compatibles avec la vie (Température, 
Pression et concentration). Ce sont des catalyseurs biologiques. 
e Catalyseurs : agissent à faible concentration et augmentent les vitesses des réactions chimiques de 
plusieurs ordres de grandeur sans être eux-mêmes modifiés. 
e Biologiques : produits par la cellule, toutes les enzymes sont des protéines sauf les ribozymes (ARN 
catalytiques). 
Elles interviennent dans diverses réactions de dégradation, ou de synthèse. 


Elles ont comme propriété aussi « régulables » Certaines enzymes modifient leurs activités catalytiques en 
réponse à des signaux métaboliques, ce qui permet l’ajustement de l’offre métabolique à la demande cellulaire. 
Exemple : La phosphofructokinase : activée par l’ AMP et inhibée par l’ATP. 

Cette modulation active ou inhibe la glycolyse selon que la charge énergétique est faible ou élevée. 


La réaction enzymatique 
Substrat « > Produit 


Substrat : Molécule qui entre dans une réaction pour y être transformée grâce à l’action catalytique d’une 
enzyme. 

Produit : Molécule qui apparaît au cours d’une réaction catalysée par une enzyme. Cette molécule résulte de la 
transformation du substrat. 


Ligand : Corps chimique ayant une liaison spécifique avec une enzyme. Pour chaque ligand, 1l existe au moins 
un site de fixation sur la protéine qui le reçoit. 


2. Cofacteur 
Certaines enzymes sont actives par elles-mêmes, plusieurs ont besoin de cofacteurs pour agir. Ces cofacteurs 
peuvent être des 1ons (Fe2+, Mo2+, Zn2+, etc), des coenzymes ou encore les deux à la fois. Les coenzymes sont 
des molécules organiques, souvent des vitamines, qui servent de transporteurs de groupes fonctionnels ou 
d'électrons « exp : NADH/NAD+ ». Les ions, par contre, peuvent agir au site catalytique, servir de site de liaison 
au substrat ou encore d'agents qui stabilisent la forme active de l'enzyme. 


Les coenzymes, sont de deux types : 


Les coenzymes libres : 

Interviennent dans la réaction de manière stæchiométrique ; se dissocient de l’enzyme à chaque réaction 
catalysée ; 

Forment de faibles liaisons avec l’enzyme ; 

Leur concentration est du même ordre de grandeur que celle du substrat. 


Les coenzymes liés : 

Interviennent dans la réaction de manière catalytique ils ne se dissocient pas de l’enzyme ; 
Forment de fortes liaisons avec l’enzyme ; 

Leur concentration est du même ordre de grandeur que celle de l’enzyme. 


3. Structure des enzymes protéiques 

Les enzymes sont des protéines globulaires, elles adoptent plusieurs degrés d’organisation : 

Structure primaire : la séquence en acides aminés. 

Structure secondaire : la séquence des acides aminés subit des repliements pour former des motifs (hélices @ 

et feuillet GB). 

Structure tertiaire : 

Association de plusieurs motifs, donnant une forme spatiale à la protéine. 

Cette organisation entraine une localisation : 

- Des acides aminés polaires en surface externe ; 

- Les acides aminés non polaires vers l’intérieur de la molécule (zone hydrophobe interne)..C’est au niveau 
de cette Zone que se situe le site actif d’une enzyme. 

Pour qu’une enzyme soit fonctionnelle, 1l faut qu’elle adopte une structure tertiaire. 

Structure quaternaire : 

Association de plusieurs chaines protéiques en un oligomère ; 

Cette structure est adoptée par les enzymes régulatrices. 


Organisation moléculaire des enzymes 


Holoenzymes + Li > 
Le terme Holoenzyme désigne le complexe enzymatique 


catalytiquement activé par ses cofacteurs (Fig1) Apoenzyme di 
La partie protéique de l’enzyme est alors nommée Apoenzyme 010€nzyME 


Et la partie non protéique : Cofacteur Figure 1 : Holoenzyme 


Catalyse et biocatalyseurs 


Cofactor 





Propriétés d’un catalyseur chimique : 
Augmente la vitesse d’une réaction, mais ne provoque pas de réaction, ou rend possible une réaction qui ne l’est 


pas sur le plan thermodynamique ; 
Diminue l’énergie d’activation ; 
Se trouve intact à la fin de la réaction ;: 


Au cours des réactions chimiques réversibles, le catalyseur accélère de la même manière les 2 vitesses de 
réaction évoluant simultanément en sens inverse : 
Il ne modifie pas l’équihibre final de la réaction. 


Toutes ces caractéristiques sont applicables aux enzymes, mais les enzymes sont plus efficaces que les 
catalyseurs 

Agissent à très faible concentration ; 

Abaissent l’énergie d’activation d’une manière plus importante qu’un catalyseur. 


Conformation du site actif de l’enzyme et fixation du substrat 


Le site actif : 
Le site actif (SA) est une zone privilégiée, qui a la forme d’une cavité, située dans la zone interne hydrophobe 
de la protéine, au niveau de laquelle s’exerce électivement le pouvoir catalytique de l’enzyme. 
Il est subdivisé en 2 parties : 
Site de liaison, fixation, et reconnaissance : Reconnait la complémentarité de forme avec un substrat 
spécifique de l’enzyme. 
Site catalytique : Permet la réaction transformant le substrat en produit. 





Il comprend 3 types d’acides aminés : 

-_ Acides aminés contributeurs : Permettent à la protéine enzymatique d’adopter une conformation spatiale 
pour que le ligand puisse s’y adapter. 

-_ Acides aminés auxiliaires : Assurent la mobilité des zones situées au voisinage du centre actif. 

-__ Acides aminés de contact : Lieu de la réaction enzymatique. Fait intervenir des groupements particuliers 
de ces AA de contact, qui interagissent avec un ou plusieurs groupements particuliers du substrat. 


La réaction enzymatique fait appel à la fixation du substrat au niveau du SA « site actif ». 
Le SA doit être dans une conformation spatiale de telle sorte que le substrat puisse s’y fixer, 1l existe différents 
modèles : 


Models de fixation du substrat au site actif 

Modèle de Fisher (1980) : Clé-serrure 

Dans ce modèle, la formation du complexe enzyme-substrat ES nécessite 
une interaction entre un ou plusieurs groupes fonctionnels ou domaines du 
substrat avec des motifs de la cavité enzymatique (Fig 3). 

Ce modèle explique la spécificité de l’enzyme pour son substrat, mais 1l 
n’explique pas l’effet des effecteurs. 














Modèle de Koshland (1985) : Ajustement induit VW 
L'association enzyme-substrat est permise après une modification de la | + —- 


conformation de l’enzyme induite par l’entrée partielle du substrat (Fig 4) 


ES complex 


Spécificité et stéréospécificité des enzymes 
Spécificité 
Les enzymes sont hautement spécifiques : 


Figure 3 : Modèle de Koshland 


Spécificité d’action : l’enzyme ne catalyse, pour un substrat donné, qu’un seul type de réactions 
Exp : Kinases : Ne catalysent que les réactions de phosphorylation en présence d’ATP. 


Spécificité de substrat : l’enzyme agit sur un substrat ou une classe de substrats, on distingue : 
- Spécificité absolue : l’enzyme n’agit que sur un substrat unique. Exemple : Glucokinase : ne phosphoryle 
que le glucose. 


- Spécificité large : l’enzyme agit sur plusieurs substrats d’une même classe. Exemple : Hexokinase : 
phosphoryle divers hexoses, dont le glucose. 


Stéréospécificité 
Variétés moléculaires :iso-enzymes 


Les 1s0 enzymes catalysent la même réaction sur le même substrat. 
Les 1s0 enzymes diffèrent par certaines de leurs propriétés : 


Physico-chimiques (pH, mobilité électrophorétique, Température) ; 
Cinétique (Km, Vmax) ; 

Sensibilité à certains effecteurs (activateurs, inhibiteurs) ; 
Répartition dans les différents tissus de l’organisme. 


La mesure de l’activité d’une 1so-enzyme renseigne sur l’état du tissu dont elle est spécifique. 
Cette différence est due à des variations au niveau de leurs structures primaires (Séquence en acides aminés 
similaires mais non identique) 


EXP : CK : trois isoenzymes (CKMM, CKMB et CKBB). 
Classification et nomenclature des enzymes 


De nombreuses enzymes ont été découvertes au cours de ces dernières années, se pose alors le problème de leur 
classification et de leur dénomination. 
Certaines enzymes sont désignées par un ancien nom consacré par l’usage, Ex : pepsine, trypsine … 
Une nomenclature dans laquelle on utilise le suffixe « ase » est encore utilisée : 

Soit en l’ajoutant au substrat : uréase, phosphatase ; 

Soit au type de la réaction catalysée : oxydase, hydrolase. 
Une classification plus rigoureuse a toutefois été proposée pour nommer de façon non ambigüe toutes les 
enzymes connues et non encore connues : c’est la Nomenclature officielle, Chaque enzyme se voit attribué : 


Un numéro de code ; 
Un nom systématique ; 
Un nom commun recommandé. 


Le numéro de code : 
Chaque enzyme est assigné à quatre chiffres par la commission des enzymes (EC) de l’union internationale de 
Biochimie Moléculaire (EC W.X.Y.Z) 
Le numéro de code spécifie : 
Le ler chiffre : la classe de l’enzyme ; 
Le 2 °"% chiffre : la sous classe, la nature du groupement chimique donneur de groupement, type de 
fonction du substrat métabolisé ; 
Le 3 °% chiffre : la sous-sous-classe, indique la nature chimique de l’accepteur ; 
Le 4 °% chiffre : groupe, numéro d’ordre de l’enzyme (dans la sous sous classe). 


Exemple d’enzyme : Glucokinase « GK » : 
Le numéro de code : EC. 2.7.1.2 
2 : transférase ; 
7 : le groupement transféré est un phosphore ; 
1 : l’accepteur est un groupement alcool (du glucose) ; 
2 : le numéro d’ordre de la GK. 
Le nom systématique : l’ATP, D-glucose 6-phosphotransférase. 
Le nom commun : la Glucokinase. 
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Formant des liaisons C—5 
Formant des liaisons C—N 
Formant des liaisons C—[C 
Formant des liaisons ester—phosphate 


autres que le méthyle 

Transférant des groupes azotés 
Transférant des groupes phosphorés 
Transférant des groupes soufrés 


Figure 4 : Classification des enzymes en code 


IL. Purification des enzymes 


La purification des enzymes subit les mêmes méthodes de purification des protéines. À chaque étape on 
détermine le rendement et le taux de purification par la mesure du poids des protéines et de l’activité 
enzymatique spécifique. 


IV. La cinétique enzymatique 
Les enzymes augmentent la vitesse des réactions pour les rendre compatibles aux métabolismes. L’étude de la 
vitesse des réactions catalysées par des enzymes débute dans la seconde moitié du XIXe siècle, à un moment 
où la cinétique chimique est en plein développement. 
Maud Menten et Leonor Michaëlis ainsi que d’autres résolvèrent le système réactionnel en posant des 
hypothèses simplificatrices, suggérées par des études expérimentales. 


1. Définitions 

Cinétique : c’est suivre le déroulement d’un phénomène au cours du temps. La cinétique enzymatique a pour 
objet de décrire les mécanismes des réactions enzymatiques, en étudiant leur vitesse c'est-à-dire leur évolution 
en fonction du temps. Elle permet donc de décrire les propriétés catalytiques des enzymes et les mécanismes 
mis en place pour leur régulation. 


2. Réaction enzymatique à un seul substrat 


K1 (1) k2 [3] 
ES ES A E+P 
k-1 (2) k-2 (4) 


- _Kk1,k-1,k2,k-2 : sont les constantes de vitesse des réaction (1) (2)(3)(4) respectivement 

- _S:lesubstrat  E :l’enzyme P : le produit 
C’est une réaction qui se déroule en deux étapes 
La formation d’un complexe E-S est obligatoire pour expliquer la cinétique de cette réaction cela a été démontré 
par la saturation des enzymes. 
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Vue que la réaction 4 ne se produit pas « de point de vue énergétique », on peut négliger la réaction (4), on aura 
la réaction suivante : 


K1 (1) k2 (3) 
ES dE + E+P 
k-1 (2) 


e Equation d’une vitesse et ordre d’une réaction 


La vitesse de la réaction : 

La vitesse d’une réaction chimique (catalysée ou non) est définie comme une variation de la concentration 
par unité de temps : 

Vitesse moyenne : Vmoy =A [P/J/At 

Vitesse instantanée au temps t : vt =d P/dt . C’est la dérivée par rapport au temps de la fonction [P] = f(t) 
Vitesse initiale : vi c’est la limite de vt quand t — 0 


On peut suivre une cinétique d’une réaction de deux manières : 
En mesurant la disparition du substrat en fonction du temps. 


En mesurant l’apparition du ou des produits en fonction du temps. 


V=-dfS]/dt=df[P]/dt 


e  L’ordre d’une réaction 
L'ordre est une description de la cinétique de la réaction qui découle directement de la loi d'action de masse ; 1l 
définit le nombre de termes de concentration qui doivent être multipliés pour obtenir l'équation de vitesse de la 
réaction. 
Détermination expérimentale de l’ordre d’une réaction : 
1. Détermination grâce à Vi sur un graphe [Vi] = f{1S]): 
- Vi = constante ===! Ordre 0 
- Vi double (x2) ====| Ordre 1 
- Vi quadruple (x4) ====! 1! Ordre 2... 
2. Détermination par essais successifs : Mesure de [S] en fonction du temps : [S] = f(t) 
- [S] = f(t) est une droite ===! | Ordre 0 
- Ln [S] = f(t) est une droite ==! Ordre 1 
- 1/[S] = f(t) est une droite ==! | Ordre 2 










































































Remarque 
L'ordre global d’une réaction complexe est déterminé par l'ordre partiel de la réaction élémentaire limitante 
« lente ». 


3. Les différentes phases d’une réaction enzymatique 


A. L'état d'équilibre C10 
Par définition, dans un système isolé ou fermé, un Pire s 
équilibre chimique ou physique est atteint lorsque les 08 | 
quantités des différentes substances présentes dans le o7 | 
mélange n’évoluent plus au cours du temps. Cette situation 
d'équilibre ne signifie pas que la réaction s’arrête, mais 
elle correspond à un état dynamique du système dans 
lequel la vitesse de la réaction directe est égale à la vitesse 


9 | 


Produit 





de la réaction inverse. . Réactif 
V nette = - d[SJ/dt = 0 =k1[SJeq - k-1[Pleq jp 
AG — 0 . 0 I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 JIemps(s) 


Représenta tion de l'évolution au cours du temps des concentrations au réactif et du 


produit, Après un temps infini, les concentrations ont atteint leur valeur d équilibre. 


B. Etat préstationnaire 
- L’enzyme est mise en présence du substrat ; 
- La combinaison E-$ est rapide 


C. Etat stationnaire Etat 

Le . : , : Etat stationnaire Etat | 
L’état stationnaire est un état du système dans lequel pré-stationnaire | post-stationnaire 
un flux de matière ou d’énergie traverse le système ER ——————— 


0.0010 € 


Ü_OCHIS 


mais dans lequel les propriétés de ce dernier ne 
varient pas au cours du temps. 

V nette # 0 

AG # 0 

Pour analyser la cinétique d’un tel mécanisme, 
BODENSTEIN a postulé que dans un intervalle de 
temps donné, le système existe dans un état tel que la 0,000 | 
vitesse de formation de l’intermédiaire est proche de con CE 
la vitesse de sa décomposition. En conséquence, la 
concentration de cet intermédiaire ne varie pas au = 0,000 12% x 
cours du temps Cette situation peut être représentée dis É ” ” " ut 
par l’équation : +d[ES]/ dt = -d[S]J/dt = 0 | 


T 


CERN F 


Concentration (u, 4.) 


(ON 








* Variations de la concentration des différents réactifs 
et intermédiaires au cours d'une réaction 


D. Etat post stationnaire 
- La concentration du substrat diminue de manière significative ; 
- La vitesse de la réaction décroit 





Au cours d’une réaction, l’état stationnaire n’est pas permanent, trois phases peuvent être distinguées : 

Au début de la réaction, l’intermédiaire n’est pas présent et la réaction débute par une phase préstationnaire, au 
cours de laquelle le substrat est l’intermédiaire s’accumule 

La deuxième phase est la phase de l’état stationnaire, au cours de laquelle le substrat est transformé en produit 
sans que la concentration de l’intermédiaire ne varie au cours du temps 

La troisième phase, post stationnaire, débute lorsque le substrat est presque entièrement consommé, la 
concentration de l’intermédiaire diminue et la réaction ralentit 


3. Facteurs influençant la cinétique enzymatique 


1. Facteurs physicochimiques « pH, température ....…. » 
2. Concentration des réactifs « substrat, enzyme » 


3.1. Influence de la température et le pH 
- Température : l’activité maximale est obtenue à la température optimale, elle se situe en général aux 
alentours de 40°C. Certaines enzymes supportent des températures élevées. Au-delà d’une certaine 
température on assiste au phénomène de dénaturation. 
- pH: l’effet du pH sur l’activité s’explique par son effet sur l’ionisation des résidus d’acides aminés du 
site actif de l’enzyme, sur la conformation spatiale de l’enzyme et sur l’ionisation du substrat. 


3.2. Influence de la concentration des réactants « substrat et enzyme » : réaction à un seul substrat 


a) Influence de la concentration en enzyme sur la vitesse 


- On augmente progressivement la concentration en 
enzyme. [P] 
- On maintient le substrat à une concentration 
constante et en excès. 

- Conditions optimales de température et pH. 


[ES 1 





- A tl, en condition de vitesse initiale, 1l y a une I 
proportionnalité entre la [E] et la quantité de produit I 
formé. 

- At2 les conditions initiales ne sont pas vérifiées, 
il n’y a plus de proportionnalité. 

Théoriquement, toutes les courbes admettent le 
même plateau, mais dans la réalité, à cause de 
problème de solubilité, 1l est très difficile d’obtenir 
un plateau expérimental correct. 





t1 +2 Tps 


S1 on représente les vitesses initiales en fonction de la concentration des enzymes on aura la courbe suivante : 





[E1] [E2] [E3] 


[E] 


b) Influence de la concentration en substrat sur la vitesse 


- On augmente progressivement la 
concentration en substrat 

- On maintient l’enzyme à concentration 
constante. 

- Conditions optimales de température et 
pH. 

On trace les courbes [P] en fonction de 
temps pour chaque concentration de 
substrat. 


La phase d’inflexion de la courbe peut 
être provoquée par : 

- L’inactivation de l’enzyme 

- Inhibition par le produit de la réaction ou 
la compétition avec la réaction inverse . 

- Epuisement du substrat. 
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On trace la courbe v=f ([S1. Quand [S] augmente, vi tend vers Vmax, produit le caractère de saturation 


de l’enzyme. 
Vi=dp/dt 


max Em mm 





[S] 


Ordre 0 


[S] 


4, Démonstration de l’équation de MICHAELIS et MENTEN 


k2 (3) 


Le premier équilibre est décrit par des constantes individuelles de vitesse pour les réactions directe et inverse. 
Dans ce cas, la variation de la concentration du complexe ES est donnée par la somme des vitesses de sa 


formation et de sa dissociation : 


d [ES]/dt = ki [E] [S] — k-1[ES] — k2[ES] 


* % 


La vitesse nette de la réaction est obtenue en appliquant la loi d’action de masses à l’étape de conversion de ES 
en produit : v= K2[ES] 


L’équation de conservation de l’enzyme [E]0 = [E] + [ES] 
Puisque on est dans un état stationnaire : d[ES] /dt = - d[ES] /dt= 0 


A partir de l’équation ** qui exprime la variation de la concentration du complexe ES en fonction du temps, 
l'hypothèse d’un état stationnaire impose que : d [ES|/dt = ki [E] [S] — (k-1+k2) [ES] = 0 

Donc : ki [E] [S] = (k-1+k2) [ES] 

D'où: [ES]-(k1/(k-1+k2)) x [E] [S] [ES] =(K1/(k-1+k2)x ([EJO-[ES] )[S] .......…. Fe 

k-1+k2/k1 = Km “constante de Michaélis et Menten » 

. équation *** devient : [ES] =1/Km ([E]O-[ES] )[S] .….."#%%%# 

L’équation **** est arrangée sous [ES] =[EJIO[S] /Km+[S|] 














On remplace l’expression de [ES] dans l’équation v-k2[ES] on aura v =K2[E]|0[S] /Km+[$S] à vitesse maximale 
[ES]=[E]0 ==! K2[E]0 = Vmax (ou Vm) 

_ Vmxfs] 

 Km+[Sl 
de Michaélis et Menten qui est une 
fonction de forme y =ax/b+x, 
fonction d’une hyperbole, où - y = Vi - 
x ={[$S| 

















C’est l’équation Vi 


Vmax 


| 
[ 


L Ordre 0 | 


La courbe définie par l’équation a la 
forme d’une hyperbole rectangulaire 
passant par l’origine et ayant les 
asymptotes suivantes : / S/=Km et v = 
V. En fonction de la concentration de 
substrat, trois situations expérimentales 
peuvent être distinguées qui vont définir 
trois régions dans le graphique de v en 
fonction de / S]. 


Vmax/2 





Km (S] 


Les équations de Michaëlis-Menten ont été 
obtenues par la résolution d'un système 
d'équations simplifié par l'introduction 


“ie DIAGSES P  : [S]<<kKm V= V max. [5] /Km 
1) la vitesse mesurée doit être la vitesse initiale de | 

la réaction / [S]=km V=V max/2 

2) la concentration du substrat doit être grande / 

devant celle de l'enzyme / [S]>> km V=V max 


3) hypothèse du pré-équilibre ou hypothèse de 
l'état stationnaire. 





+ 


* La signification des constantes cinétiques 
a) Vitesse maximale Vm c’est la vitesse initiale maximale obtenue en excès de substrat. Vm est 


proportionnelle à la [E] 
=> Vm =k2[El = kcat [Elo. 


b) 


) 


d) 


La vitesse maximale est l'asymptote de la branche hyperbolique représentant l'équation de Michaëlis- 
Menten dans le modèle de Michaëlis-Menten Expérimentalement, ceci est réalisé s1 [S] >> Km donc v = 
Vmax 

v =Vm[S]0/ Km + [S]0 

si [S]0O > o v = Vmax Cette branche hyperbolique v = vi = f[(S] 0 est appelée courbe de saturation de 
l'enzyme par le substrat. 


Constante catalytique kcat (ou k2) 

C’est une constante de vitesse (unité s'!, c'est une fréquence). kcat représente la fréquence à laquelle 
l'enzyme accomplit l'acte catalytique (en anglais "turnover”). 

Lorsque l'enzyme est saturé en substrat (kcat =Vm/ [E]0). 1/kcat est la durée d'un cycle catalytique lorsque 
l'enzyme est saturé en substrat. La valeur de kcat donne la mesure de l'efficacité de la catalyse par l'enzyme 
sur le substrat. 


Constante de Michaelis, constante de dissociation 

La constante de Michaëlis : Km = (k-1 +k2/ k1) == km= k-1/k1 = ka « ou ks constante de dissociation » 
dans le cas où k-1 >> Kk2. 

S1 k-1 est grand devant k2 = kcat, cela signifie que le complexe ES se dissocie en relarguant le substrat 
libre à une vitesse nettement plus grande qu'il ne subit l'acte catalytique. En ce cas, la valeur de la 
constante de Michaëlis est égale à la valeur de la constante de dissociation du complexe ES en S et E, elle 
traduit l'affinité du substrat pour l'enzyme. 

L'affinité du substrat pour l'enzyme est d'autant plus grande que la valeur de la constante de 
Michaëélis est petite. Km a les dimensions d’une concentration « mole/I ». Ses valeurs habituelles ses situent 
entre 10-2 et 10-6 


Constante de spécificité 

La constante catalytique kcat mesure l'efficacité de la catalyse par l'enzyme sur le substrat et la constante 
de Michaëlis mesure l'affinité de l'enzyme pour le substrat dans les cas où k-I1 >> kcat. Un enzyme peut 
avoir une très grande affinité mais avec une constante catalytique faible et inversement. L'un des deux 
paramètres ne suffit pas à caractériser le couple enzyme/substrat. C'est le rapport R =kcat/Km qui reflète 
la spécificité globale d'une enzyme vis à vis d'un substrat, appelé constante de spécificité. 


+ 


* Détermination graphique des paramètres cinétiques Vm et Km 


L'utilisation de l’hyperbole équilatérale (Vi-f[ST) ne permet pas une détermination précise de la Vm et de la 


Km. 
Il existe plusieurs représentations linéaires de la Courbe de Michaélis et Menten ; la plus utilisée est celle de 
LINEWEAVER et BURK 


Vi= Vmax [S]/(Km+[S]) > 1/Vi=(Km + 1/vi 
[S] )/ Vmax [S] > 1/Vi=Km/Vmax{[S]+1/ 
Vmax 

1 / Vi = Km / Vmax * 1 /[S] + 1 / Vmax On 
obtient une équation du type y = a x + b, avec a = 
Km / Vmax et b = 1 / Vmax. Donc en traçant la 
courbe 1 / Vi en fonction de 1 / [S], on obtient une 
droite : 


Le graphique en double inverse ou graphique de LINEWEAVER et BURK 


Représentation de LINEWEAVER et BURK 
1/vi=Km/Vm x1/[S] + 1/Vm 


Qui coupe l’axe des ordonnées en : 
y=b=1/Vmax(x=0) 

Qui coupe l’axe des abscisses en : 
x=-b/a=-1/Km 

De pente Km / Vmax 





6. Cinétique enzymatique à deux substrats 

L’étude des mécanismes à 2 substrats, se fait par la généralisation des notions établies pour les réactions à 1 
substrat. 

Les enzymes adoptant ce model cinétique catalysent généralement un transfert de groupement G 


GX+Y —Envme LVL  X+GY 
- GX : 1° substrat - X : 1° produit 
- Y : 2° substrat - GY : 2° produit 


Cette cinétique à 2 substrats implique différents mécanismes, qui peuvent être : 

-Séquentiels : Appellation due à la formation d’un complexe ternaire : [Enzyme-1* Substrat -2eme 
Substrat] (E-GX-Y) 

La réaction est dite à transfert simple, car le groupement passe du substrat donneur (GX). 

au substrat accepteur (Y). 

Dans ces réactions tous les substrats doivent se fixer sur l’enzyme, avant qu'aucun produit ne soit 
libéré. 

Selon l’existence d’un ordre précis de fixation des substrats, ou de libération des produits, on 
distingue 2 mécanismes : B1i-B1 aléatoire ou B1-B1 ordonné : exp réaction faisant intervenir le NADH. 


-Ping pong : Un ou plusieurs produits sont libérés par l’enzyme, avant que tous les substrats ne soient 
fixés. Il y a formation d’un complexe binaire . exp : transaminases et phosphate de pyridoxal. 


7. Cinétique allostérique 

Allostérie : veut dire autre site ; propriété de certaines protéines actives qui peuvent changer de conformation 
lorsqu'elles se lient à un effecteur allostérique en un site différent du site actif. 

Cette liaison se traduit par une modification de l’activité. 


On distingue les enzymes allostériques de type K et de type V. 


a) Les enzymes allostériques de type K 
Dans ce type les effecteurs modifient l’affinité de l’enzyme « K0,5 » pour le substrat sans altérer la Vm. 
La courbe Vi= f([S]) : est de type sigmoïde « elle traduit une coopérativité dans la fixation du substrat » effet 
homotrope ». 


vitesse initiale comportement Michaélien Inhibiteur hétérotrope : augmente la KO,5, diminue l’affinité. 
Activateur hétérotrope : diminue la K0O,5, augmente l’affinité. 
: : . : Vmx[s]} 
Equation de la sigmoïde : vi = __ 
[S1}+K0,5 
comportement sigmoïdal : H étant le coefficient de Hill « indique le degré de coopérativité ». 


effet allostérique coopératif avec S | Remarque : si h=1 l’équation devient type Michaëlis et Menten ; 
hyperbole = perte de coopérativité. 


[Substrat| 





Représentation linéaire de la sigmoïde : 





Vi 
log RE hlog [S]-hlogKos 
I<h<n :n étant le nombre de sites pour le substrat, 
h=1I : absence de coopérativité, 

h=n : coopérativité infinie ( jamais constatée). 

Le tracé de la courbe permet de déterminer h et Koss. 


log{[S] 





log ko,s 


Désensibilisation de l’enzyme allostérique : 

S1 les sites effecteurs sont altérés sans modification du site actif ou s1 les intéractions allostériques sont 
supprimées, l’enzyme conserve son activité mais devient michaelienne et pas d’action des effecteurs. L’enzyme 
est désensibilisée. 

Ce résultat peut être obtenu par l’action des sels de mercure, où sous l’effet de variation thermique ou par 
mutation. 


b) Enzyme allostérique de type V 
Les effecteurs modifient la Vm mais n’affectent pas l’affinité. 
Vi = {(([S)) est une hyperbole. Absence de coopérativité vis-à-vis du S. sur le plan cinétique rien ne permet de 
la distinguer des enzymes michaeliennes. Cependant leur caractère allostérique réapparait sur la courbe 
vi=f(effecteur) à [S] constante. Elle devient sigmoïde. 
Ces enzymes ne présentent pas de coopérativité vis-à-vis de leur substrat, mais fixent les effecteurs de façon 
coopérative. 


Interprétation pour expliquer le phénomène allostérique 


Deux écoles, deux modèles en accord avec les deux points suivants : 

e _Coopérativité : conduit à penser que les enzymes allostériques possèdent plusieurs sites vis-à-vis d’un même 
ligand d’où la nature oligomère de ces enzymes. 

e Cette même coopérativité suggère l’existence de plusieurs conformations de l’enzyme ; les unes de forte 
affinité, les autres de faible affinité « type K » ou différents par leur activité catalytique « type V ». 


C’est dans la suite du raisonnement que les deux modèles divergent : 
* Le modèle concerté ou symétrique ou MWC (Monod, Wyman, Changeux) 


Exemple : enzyme tétramérique « 4 protomères ou sous unités identiques) : les deux formes 1somères « T etR » 
existant avant addition de tout ligand ; initialement [T4]>>>>> [R4]. Il n’y a pas de formes hybrides (mélange 


de T et R). 
CR 


En se fixant sur les rares molécules de R4, le substrat déplace l’équilibre T4 €=RA4 et la [R4] augmente : la 
coopérativité est ainsi expliquée. 

L’activateur de même se fixe sur R4 et produit également la transition T4 == R4 d’où l’effet hétérotrope 
positif. S1 la [Activateur] est saturante toute l’enzyme se transforme en R4 et la coopérativité vis-à-vis de S 
disparait « h = Î ». 

L’inhibiteur en se fixant sur T4 provoque la transition R4 = T4 « effet hétérotrope négatif », effet contraire 
de l’activateur. 


Système K : T et R diffèrent par leur affinité pour $ (et pour les effecteurs) : 
T tendre d’affinité faible ou nulle pour le substrat et l’activateur et 
d’affinité élevée pour l’inhibiteur. 

R relâchée d’affinité élevée pour le substrat et pour l’activateur et 
faible pour l’inhibiteur. 





Remarque : la courbe sigmoïde n’existe que s’il y a transition concertée, si l’enzyme es gelée sous l’une des 
deux formes R4 ou T4, la coopérativité disparait. 


Système V : les deux formes T4 et R4 ont la même affinité pour le substrat, mais des affinités différentes pour 
l’activateur et l’inhibiteur, tandis qu’elles présentent des Vm différents, élevés pour R4 et basses pour T4. 

Le substrat ayant la même affinité pour les deux conformations, 1l ne modifie pas l’équilibre donc pas de 
coopérativité « courbe vi= f([S]) est une hyperbole). 

L’activateur se fixe de façon coopérative sur R4 « effet homotrope positif sur sa propre fixation » et provoque 
la transition T4 == R4 donc augmente la Vm. 


Inversement l’inhibiteur se fixe de façon coopérative sur T4 « effet homotrope positif de l’inhibiteur sur sa 
propre fixation) et provoque la transition R4 == T4, donc diminue la Vm. 

* Le modèle séquentiel (Adair-Atkinson-Koshland) 
Le modèle de MWC ne permet pas d’interpréter le comportement particulier des systèmes anticoopératifs 
caractérisés par h<1, affinité de l’enzyme diminue lorsque [S] augmente. 
Le modèle séquentiel beaucoup plus général, permet d’interpréter aussi bien la coopérativité, l’absence de 
coopérativité et l’anticoopérativité « homotrope négatif ». 





Ce modèle diffère du premier par deux propriétés : on représente 1c1 les isomères par A et B au lieu de T et KR. 
Exemple d’une enzyme tétramérique : 
Seule A4 existe en l’absence de $ et c’est la fixation de S qui provoque la transformation de A4 en B4. 
Conséquence de l’ajustement induit. 
Les formes hybrides existent. 
h>1 : coopérativité : A4 faible affinité pour S, mais une fois S fixé sur un des protomères 1l le transforme 
en B. ce changement entraine celui des autres protomères jusqu’à B4S4. 
h=] : pas de coopérativité :la transformation du premier protomère n’a aucun effet sur les autres 
« cinétique michaelienne , enzyme type V). 
h<1 : anticoopérativité : la transformation du premier protomère par la fixation de S gène celle des 
autres. 





8. Détermination de l’activité enzymatique 


La détermination la plus utilisée est la mesure cinétique : en mesurant la disparition du substrat ou l’apparition 
du produit en fonction du temps. 

Cette mesure est possible par la mesure de la variation d’absorbance ADO. L’absorbance est donnée par la loi 
de Beer-Lambert : 


Do= £.C.l ==> C= Do. 1/£:.1/1 
Activité enzymatique en UI/I = (A Do/ At). (1/ £). (1/1). (Vt/Ve) .10 


Ât: temps de mesure en min 

e: coefficient d’absorption molaire (mol!.1.cm' |) 

l: trajet optique = 1 cm 

Vt: volume du mélange réactionnel total ou se fait la mesure 
Ve : volume du milieu contenant l’enzyme à doser 


Unités enzymatiques 
C’est la quantité d’enzyme qui catalyse la transformation d’une certaine quantité de substrat par unité de temps. 


*  L’unité internationale « UI » 
C’est la quantité d’enzyme qui catalyse la transformation d’une micromole de substrat par minute dans les 


conditions optimales de mesure : UI= u mol/min 


* Le katal « kat » 
La quantité d’enzyme qui catalyse la transformation d’une mole de substrat par seconde : Kat = mol/sec 


+ 


* L'activité enzymatique spécifique 
Nombre de molécules de substrat transformées par min et par milligramme de protéine enzymatique. 


u mol/min UI 


mg de protéine — mg de protéine 





Mesure le degré de pureté d’une préparation enzymatique. 


* Activité spécifique moléculaire 
Nombre de molécules de substrat transformées par min et par molécule d’enzyme 


u mol/min UI 
u mol de protéine  _u mol de protéine 


9. La régulation enzymatique 


Il existe deux grands mécanismes 
a) Régulation de la synthèse des enzymes «enzymes induites »: ce processus est appelé induction- 
répression, et obéit à des mécanismes génétiques. Il est bien connu chez les procaryotes « opéron lactose » 
chez la levure., il existe aussi chez les eucaryotes mais bien plus complexe. Le mode de régulation est 
économique « économie d’énergie nécessaire à la synthèse protéique » mais retardé plusieurs heures, voire 
plusieurs jours chez les eucaryotes et grossier ; obéit à la loi de tout ou rien. 





b) Régulation de l’activité des enzymes « enz. constitutives » : c’est un mode de régulation rapide, fin 
« modulé par la quantité des métabolites » mais peu économique ( la synthèse de l’enzyme continue du 
fait de son renouvellement). Cette régulation peut suivre 4 mécanismes différents : 


- Régulation par le taux du produit : 
A==> B---2(C----2D 
== PE 
Le produit qui s’accumule déclenche la réaction inverse « dans le sens inverse » et peut inhiber l’enzyme qui le 
produit. 


- Régulation par le taux du substrat : 
Une enzyme dont le Km est proche de la concentration de $ sera sensible aux concentration de S, par contre 


une enzyme dont le Km<<<<<< [S], sera saturée en permanence « Vm » et n’est pas régulée par la concentration 
du substrat. 

Exp : Hexokinase et glucokinase vis-à-vis du glucose 

Glucokinase: Km = 9,470 mM; Vmax = 4,810 uM/min. Vmax/Km = 0,50 (spécificité catalytique élevée) 
Hexokinase: Km = 5,1 mM; Vmax = 0,984 uM/min. Vmax/Km = 0,19 (spécificité catalytique faible) 
L'hexokinase présente plus d'affinité pour le substrat (glucose) que la glucokinase, car son Km est plus petit 
par rapport à celui de la glucokinase. Néanmoins, la vitesse maximale de la glucokinase est supérieure à celle 
de de l'hexokinase. 

Même en glycémie légèrement élevée, l'hexokinase fonctionne pratiquement à sa vitesse maximale. En cas 
d’élévation de la concentration en glucose au delà de 5 mM. c'est la glucokinase (Vmax = 4,810 uM/min) qui 
serait susceptible d'intervenir efficacement. Comme, elle a une affinité faible pour le glucose, elle ne va pas 
phosphoryler de façon exagérée tout le stock de glucose (évitant un déficit). 


- Régulation allostérique : 
Se fait par le changement de la conformation de l’enzyme suite à une liaison réversible à l’un de ces 


ligands « substrat, activateur ou inhibiteur ». Il s’agit d’une transformation réversible et non d’une 
modification covalente de l’enzyme. C’est un mécanisme de modulation de l’activité de certaines enzymes, 
employé par la cellule pour contrôler le flux global d’une voie métabolique. 

Exp : la rétro inhibition ou inhibition par feedback : le produit final inhibe la première enzyme. 


- Régulation par modification covalente : 
Elle se distingue de la régulation allostérique par deux caractères : 


Les deux formes de l’enzyme active et inactive sont stables et diffèrent entre elles par des liaisons covalentes. 
La conversion est catalysée par des enzymes et peut nécessiter du temps pour s’effectuer. 
On distingue deux types : modification covalente réversible et irréversible. 

- Modification covalente réversible ou interconversion covalente 
L’enzyme existe sous deux formes : forme active a et forme b (peu active ou inactive), le système le plus habituel 
est le système phosphorylation/déphosphorylation de l’enzyme sous contrôle hormonal (insuline, glucagon, 
adrénaline...) 

- Modification covalente irréversible : activation par protéolyse limitée et sélective 
La plupart des protéase (notamment celles qui servent à la digestion, comme celles qui provoquent la 
coagulation sanguine) sont sécrétée par les cellules sous forme inactives appelées proenzyme ou zymogènes. 
Leur activation se fait par protéolyse limitée et sélective sous l’action d’une autre protéase. 
Exp : Trypsinogène ==== trypsine == carbopeptidase 


10. Les effecteurs et régulation enzymatique 


Un effecteur est tout corps chimique, minéral ou organique capable de modifier la cinétique des réactions 
enzymatiques. 
Il peut être soit activateur ou inhibiteur. 


-_  Activateurs enzymatiques 


Est tout agent , qui par sa liaison avec l’enzyme accélère la vitesse de la réaction enzymatique. 


e  Ions métalliques : 
Se fixent par coordinance à des atomes d’oxygène, des groupements COOH et d’azote des groupements 
NH2 des enzymes 
Ils confèrent une grande stabilité dans le site actif de l’enzyme 
L’ion métallique favorise : 
- Une bonne conformation de l’enzyme 
- La fixation du substrat 
- participe de manière directe à la catalyse 
Exemple : Kinases activées par Mg +2 


e Activation des pro-enzymes inactifs par modification covalente : voir ci-dessus 


- Les inhibiteurs 
Est tout agent, qui par sa liaison avec l’enzyme diminue la vitesse de la réaction enzymatique. 


1. Les inhibiteurs irréversibles 
Se lient de façon irréversible avec l’enzyme 
Agissent brutalement en dénaturant l’enzyme 
Exemple : 5Fluoro-uracile utilisé en chimiothérapie anti-cancéreuse 
Inhibe la thymidilate synthase ; enzyme qui intervient dans la synthèse de la thymine (ADN) 
Arrêt de la multiplication des cellules tumorales 


2. Les inhibiteurs réversibles 
Perturbent la cinétique et peuvent stopper la réaction 
L’inhibition peut être levée dans des conditions réactionnelles particulières 
Ont un grand intérêt puisqu'ils permettent une étude très fine des mécanismes moléculaire de la catalyse. 
On distingue : les inhibiteurs compétitifs, les inhibiteurs non compétitifs et les inhibiteurs incompétitifs. 


Les inhibiteurs compétitifs : ( Fig À) 


Comportent une analogie structurale avec le substrat 


Entre en compétition avec les molécules de substrat pour se lier au site actif 

Se lie de façon réversible 

Diminuent la vitesse de catalyse en abaissant la proportion de molécules d’enzyme liées au substrat 

À concentration élevée en substrat, le substrat entre en compétition avec les molécules inhibitrices pour se lier 
au SA. 


Les inhibiteurs non compétitifs : : (Fig B) 

Se lient de façon réversible à un site autre que le site actif. 

Il provoque une modification de la conformation de l’enzyme. 

L’enzyme peut se lier à l’inhibiteur, au substrat ou à l’inhibiteur et au substrat à la fois. 
L’enzyme est inactivée quand l’inhibiteur est lié, en présence ou non du substrat. 

L’effet de l’inhibiteur n’est pas inversé par l’augmentation de la concentration en substrat. 
L’inhibiteur diminue la concentration de l’enzyme active 


Ÿ  Lesinhibiteurs incompétitifs : ( Fig C) 
L’inhibiteur ne se lie pas à l’enzyme libre, mais uniquement au complexe ES 


1415] 


A. Inhibition compétitive 


Type d’inhibiteur Abscisse à l’origine Ordonnée à l’origine 


Compétitif Km l 1 
P — (1 + lil _. ] 
Vm KT Ki 
PU | a 
1 + — 
l 
] 
i 


[ 
K 

incompétitif Lil 
K 





V. APPLICATION DE L’ENZYMOLOGIE 


1- Application diagnostique-Pronostique 


ENZYME LOCALISATION EXEMPLE DE PATHOLOGIES 
ASAT, ALAT 
Affection osseuses, hépatiques 


Pancréatites 





2- Application industrielle : 


- Evaluer la qualité des aliments. 
- Vérification des processus de stérilisation et de pasteurisation. 
- Synthèse d’hormones, et de médicaments. 


3- Application thérapeutique : 


Utilisation des inhibiteurs : nombreux médicaments se comportent comme des inhibiteurs « réversibles ou 
irréversibles) : sulfamides, chimiothérapie anticancéreuse, AINS..….. 


4- Application génétique : 


- Utilisation des enzymes pour les réactions d’amplification in vitro. 
- Utilisation des enzymes de restriction pour le diagnostic de certaines maladies génétiques. 


